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合为６－ＢＡ１．０ｍｇ／Ｌ＋２，４－Ｄ０．１ｍｇ／Ｌ，添加３％ 蔗糖有
利于促进愈伤组织的形成，愈伤组织诱导率可达到７６．８％。
蔗糖浓度为２％时，培养基营养偏少，不能满足植物细胞生长
的需要蔗糖，浓度达到４％时，虽然营养增加了，但培养基的
渗透压也随着增加了，也不利于植物细胞对养分的吸收，从而

影响其生长。

试验结果表明，完全黑暗条件不利于愈伤组织的形成，适

宜的光照条件能刺激叶片细胞脱分化，加快愈伤组织的形成，

最适宜的光强为１０００ｌｘ左右，光线过强，不利于红掌的愈伤
组织形成，这与岑益群等、陈华林等的结果［７－８］相同，而与王

进茂等的结果［９］相反，所以对于红掌组培中适宜的光照条

件，还有待于进一步研究与探索。
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马铃薯纺锤块茎类病毒（ＰＳＴＶｄ）的 ＲＴ－ＰＣＲ检测
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　　摘要：以马铃薯纺锤块茎类病毒（ＰＳＴＶｄ）检测试剂盒提取的２种不同材料的 ｍＲＮＡ为模板，进行 ｃＤＮＡ合成及
ＰＣＲ扩增，从感病组织中扩增得到一段长３６０ｂｐ的特异ＰＣＲ扩增产物，而健康的试管苗中则无此扩增产物。以感染
ＰＳＴＶｄ的马铃薯试管苗、块茎和健康的马铃薯试管苗、块茎为材料，用韩国 ＩＮＴＲＯＮ生物化学制药公司生产的 ＰＳＴＶｄ
检测试剂盒提取试管苗、块茎这２种不同材料中的ｍＲＮＡ。结果表明，试剂法可对马铃薯不同材料进行 ＰＳＴＶｄ检测，
６０ｍｉｎ内即可分离出ｍＲＮＡ，整个诊断时间为４ｈ，方法简便、快捷、灵敏度高，因此可以作为马铃薯种薯生产早期
ＰＳＴＶｄ诊断及品种引进的快速、有效的检测手段。
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　　马铃薯纺锤块茎病害是由类病毒引起的，是危害我国北
方马铃薯生产和实生种子品质的重大病害。据报道，马铃薯

纺锤块茎类病毒（ＰＳＴＶｄ）强系减产可达 ６０％，弱系减产约
２０％～３５％，常常因此造成较大的经济损失［１］。马铃薯类病

毒是马铃薯种薯检疫规程中的主要检疫对象，具有广泛的传

播途径，是唯一不能通过茎尖剥离、组织培养而汰除的病毒，

必须通过严格的检测而将其汰除。据报道，控制 ＰＳＴＶｄ传染
的有效方法仅有依赖于 ＰＳＴＶｄ的早期鉴定［２］。目前主要采

用指示植物、聚丙烯酰胺凝胶电泳技术、核酸斑点杂交技术等

方法进行检测。随着 ＰＣＲ技术的产生，ＲＴ－ＰＣＲ技术已经
被越来越广泛地应用在 ＲＮＡ病原的鉴定上，应用 ＲＴ－ＰＣＲ
技术检测植物病原具有快速、灵敏、简便、特异性强等优点，而

且可以检测出植物组织中含量极低的病毒 ＲＮＡ［３－４］。本研

究使用韩国ＩＮＴＲＯＮ生物化学制药公司生产的 ＰＳＴＶｄ检测
试剂盒，旨在通过试验说明使用该试剂盒提取植物 ｍＲＮＡ具
有方法简便、省时、灵敏度高等优点，而且可以对不同的马铃

薯材料进行检测，检测结果准确可靠、重复性好。

１　材料与方法

１．１　试验材料
感染ＰＳＴＶｄ的马铃薯试管苗、块茎由俄罗斯哈巴农业科

学研究院马铃薯研究所提供；健康的马铃薯试管苗、块茎由延

边农业科学研究院提供。

１．２　试验方法
１．２．１　植物 ｍＲＮＡ的提取　以感染 ＰＳＴＶｄ的马铃薯试管
苗、块茎和健康的马铃薯试管苗、块茎为试验材料，采用韩国

ＩＮＴＲＯＮ生物化学制药公司生产的植物病原 ＲＮＡ提取试剂
盒，该试剂盒中包含的 ｍＲＮＡ提取操作步骤在以下简称为
“试剂法”。具体操作过程为：称取１００ｍｇ样品放入１．５ｍＬ
离心管中，加入 １００μＬＰｒｅ－Ｂｕｆｆｅｒ将样品捣碎；然后加入
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１ｍＬＬｙｓｉｓＢｕｆｆｅｒ涡旋１０ｓ，静置３～５ｍｉｎ；加入２００μＬ氯仿，
涡旋１０ｓ，静置３～５ｍｉｎ；于４℃、１３０００ｒ／ｍｉｎ的条件下离心
１０ｍｉｎ，取４００μＬ含ＲＮＡ的上清液加入到新的离心管中（小
心抽提，不能取到中间层的白色膜状物或下层的苯酚）；加入

４００μＬＢｉｎｄｉｎｇＢｕｆｆｅｒ（与抽取的上清液等量），混合均匀；将
试剂盒中装有纤维素的无底离心管置于普通无盖离心管内，

在４℃、１３０００ｒ／ｍｉｎ条件下离心３０ｓ，脱掉离心管中液体，使
管内形成纤维素柱；将无底离心管插在自制的真空泵连接器

上，将上述提取的含总 ＲＮＡ的溶液移入无底离心管内后，启
动真空泵，用ＷａｓｈｉｎｇＢｕｆｆｅｒ重复洗涤７次；取下无底离心管，
放入普通无盖离心管中，加入５０μＬＥｌｕｔｉｏｎＢｕｆｆｅｒ，静置１ｍｉｎ
后于４℃、１３０００ｒ／ｍｉｎ条件下离心１ｍｉｎ。
１．２．２　ＰＳＴＶｄ的特异性引物　ＰＳＴＶｄ的特异引物由韩国ＩＮ
ＴＲＯＮ生物化学制药公司合成并生产成试剂盒，每个试剂盒
中装有９６个 ＰＣＲ管，管内盛有已混合好的２种特异性引物
（ＰＳＴＶｄＦ、ＰＳＴＶｄＲ）以及ＰＣＲ扩增过程中所需的反应物。
１．２．３　ｃＤＮＡ的合成及 ＰＣＲ扩增　使用该试剂盒只需在
ＰＣＲ管中加入２０μＬ提取的ｍＲＮＡ即可。ｃＤＮＡ合成及ＰＣＲ
扩增可在同一ＰＣＲ管中进行。ＰＣＲ扩增在２０μＬ反应体系
中进行。在ｃＤＮＡ的合成过程中，先以 ＲＮＡ为模板，在引物
ＰＳＴＶｄＦ的引导下，合成 ＰＳＴＶｄ的 ｃＤＮＡ第１链，整个反应程
序包括ＲＴ和扩增，反应条件为：４５℃ ３０ｍｉｎ；９４℃ ５ｍｉｎ；
９４℃３０ｓ，５８℃ ３０ｓ，７２℃ ６０ｓ，循环３５次；７２℃ ５ｍｉｎ。
ＰＣＲ产物的检测：取５μＬ扩增产物，在１％琼脂糖凝胶上电
泳，用终浓度 ０．５μＬ／ｍＬ的溴化乙锭染色。电极缓冲液为
ＴＢＥ缓冲液，在电压１００Ｖ的条件下电泳４０ｍｉｎ左右即可在
紫外分析仪下观察结果、照相。

２　结果与分析

以提取的 ｍＲＮＡ为模板，经 ＲＴ－ＰＣＲ扩增后，用１％的
琼脂糖凝胶进行电泳，在紫外分析仪下观察，结果见图１。从
图１可以看出，感病试管苗和块茎在３６０ｂｐ处出现明显的扩
增条带。此外还可以看出，用试剂法提取的试管苗 ｍＲＮＡ，
ＲＴ－ＰＣＲ扩增、电泳后观察的结果略好于提取的块茎 ｍＲＮＡ
的ＲＴ－ＰＣＲ扩增结果；以未感病试管苗的 ＲＴ－ＰＣＲ扩增产
物为对照，未得到任何条带。

３　讨论

本研究采用韩国ＩＮＴＲＯＮ生物化学制药公司生产的植物
病原ＲＮＡ提取试剂盒直接提取感病植物ｍＲＮＡ，与传统的先
提纯病毒粒子、再酶解植物病毒外壳蛋白而获得ＲＮＡ的方法
相比［５］，具有快速简单、灵敏有效的优点。

　　在用试剂法提ＲＮＡ时，能有效除去样品中蛋白质、酚、小

分子及盐等物质，从而保证了ＲＮＡ的生物学活性。而且能有
效地防止酚类化合物的氧化，可以特异性地沉淀出核酸中的

ｍＲＮＡ，从而保证了类病毒ｍＲＮＡ的纯度和完整性。以淀粉含
量高的块茎为试验材料时，用常规方法是很难提取出ＲＮＡ的，
而试剂法能有效除去淀粉和其他杂质，得到纯度高和完整性好

的ｍＲＮＡ。此外，试剂法的整个提取过程可在６０ｍｉｎ内完成，
减少了提取过程中ｍＲＮＡ的降解，提高了反应的准确性。

在ＲＴ过程中，一般的方法是从一个方向合成 ｃＤＮＡ，而
试剂法是从２个方向合成ｃＤＮＡ，因此能够缩短检测时间，提
高效率。

ＰＳＴＶｄ分强系和弱系，用常规方法常常不能有效地检测
出弱系。而试剂法对少量样品也可准确检测出结果。目前文

献中关于马铃薯病毒及类病毒的ＲＴ－ＰＣＲ检测方法较多，但
同一个植物的不同材料中病毒的含量往往不同。本研究使用

韩国ＩＮＴＲＯＮ生物化学制药公司生产的 ＰＳＴＶｄ检测试剂盒
进行试验，发现该检测试剂盒的提取方法简单、有效、灵敏度

高、检测结果可靠，而且省时省力，对马铃薯种薯生产早期的

类病毒诊断具有重要意义和应用价值。
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